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RESUMO – O nitrogênio (N) é um dos elementos 
mais requisitados pelas culturas, sendo um fator 
determinante na produtividade agrícola. Sabe-se que o 
grupo de bactérias conhecidas como rizóbios pode fixar o 
N2 atmosférico, suprindo total ou parcialmente a carência 
do mesmo no solo. Dessa forma, a caracterização 
molecular e filogenética de rizóbios nativos de solos 
brasileiros é importante para futuros estudos. O objetivo 
deste trabalho foi caracterizar a diversidade filogenética 
de cinco estirpes de Rhizobium, que apresentam fortes 
indicações de representarem novas espécies por estudos 
filogenéticos anteriores. Todas as estirpes foram crescidas 
em meio de cultura específico e submetidas à análise por 
MLSA (Multi-Locus Sequence Analysis) e BOX-PCR. Os 
resultados de ambas análises agruparam as estirpes em 
clusters separados das demais espécies do gênero, 
reforçando a hipótese de que tais bactérias podem 
representar uma nova espécie dentro do gênero 
Rhizobium. 
 
Palavras-chave: análise filogenética, MLSA, 
housekeeping, rizóbios. 
 
INTRODUÇÃO - O nitrogênio (N) é um dos 
elementos mais requisitados pelas culturas, sendo sua 
disponibilidade no solo um fator determinante na 
produtividade agrícola. Devido ao manejo intensivo e 
inadequado do solo, tanto o N quanto outros nutrientes 
são perdidos, diminuindo a sustentabilidade dos sitemas 
de produção. Sabe-se que o grupo de bactérias conhecidas 
como rizóbios podem suprir total ou parcialmente a 
demanda de N, devido à sua habilidade de fixar o 
nitrogênio atmosférico, transformando-o em formas 
assimiláveis pelo vegetal (Hungria et al., 1994). Dessa 
forma, a caracterização molecular e filogenética de 
rizóbios nativos de solos brasileiros é importante para a 
recomendação de estirpes que serão utilizadas como 
inoculantes nos sistemas de produção agrícola (Ribeiro et 
al., 2009; Delamuta et al., 2011). 
Um dos métodos utilizados para a discriminação de 
espécies consiste no sequenciamento do gene ribossomal 
16S, considerado marcador filogenético universal para 
procariontes devido ao seu alto grau de conservação. 
Alterações nestas sequências indicariam taxas de 
evolução em níveis diferenciados (Lloret & Esperança, 
2005). No entanto, constatou-se que a análise filogenética 
com base unicamente no gene 16S pode resultar em dados 
incongruentes, uma vez que a alta conservação das 
sequências nucleotídicas pode não permitir diferenciar 
estirpes de espécies distintas; além disso, podem ocorrer 
eventos de transferência horizontal, que resultariam em 
sequências mosaicas, dificultando a análise (Martens et 
al., 2007). 
Graças ao advento de técnicas cada vez mais 
elaboradas de análises de sequências gênicas, a taxonomia 
procariótica evoluiu de forma notável, permitindo a 
descoberta e a reclassificação de espécies, ou 
complementando dados de espécies já existentes (Klenk 
& Goker, 2010). Dentre essas novas técnicas, destaca-se a 
metodologia por MLSA (Multi-Locus Sequence Analysis), 
que consiste na análise conjunta de múltiplos genes do 
metabolismo basal (genes housekeeping), os quais 
apresentem taxa de evolução mais rápida que os genes 
ribossomais, mas com nível de conservação 
suficientemente alto para manter as informações 
evolutivas (Gevers et al., 2005; Martens et al., 2007; 
Ribeiro et al., 2009; Rivas et al.; 2009). Dessa maneira, a 
análise por MLSA permitiria elucidar a distinção entre 
espécies altamente relacionadas, que não seriam 
esclarecidas apenas com o gene RNAr 16S, e a análise 
conjunta dos genes housekeeping funcionaria como um 
“tampão” contra os efeitos de recombinação genética ou 
transferência horizontal.  
Outras metodologias empregadas na 
caracterização de espécies consistem na obtenção de 
perfis de DNA por amplificação de regiões repetitivas do 
genoma – DNA fingerprinting. Dentre elas, a análise por 
BOX-PCR tem mostrado vantagens, como a utilização de 
um único primer e um maior número de bandas formadas. 
Este trabalho tem por objetivo a caracterização da 
diversidade taxonômica e filogenética de estirpes de 
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Rhizobium que apresentam  indicações de representarem 
novas espécies. 
 
MATERIAL E MÉTODOS - Foram utilizadas 
cinco estirpes Rhizobium, simbiontes do feijoeiro-comum 
(Phaseolus vulgaris), e que foram agrupadas 
separadamente de outros representantes deste gênero em 
estudos filogenéticos anteriores (Pinto et al., 2007; 
Ribeiro et al., 2009). As estirpes e suas origens 
correspondem a: CPAO 1135, de Dourados, MS; PRF 35 
e PRF 54, de Pitanga, PR; H52 e H53, de Planaltina, GO. 
As culturas foram crescidas em meio de cultura específico 
(YMA, extrato-de-levedura e manitol) e o DNA foi 
extraído de acordo com Menna et al. (2006). Todas as 
estirpes foram submetidas à PCR e sequenciamento, 
utilizando-se o gene ribossomal 16S e os genes 
housekeeping recA (proteína de recombinação RecA), 
gyrB (DNA girase, subunidade beta) e  glnII (glutamina 
sintetase).  Os perfis de DNA foram obtidos utilizando-se 
o primer BOX-AR1 e analisados no programa 
Bionumerics, vs 4.6. 
 
Análise estatística 
As sequências obtidas pelo sequenciamento foram 
reunidas em contigs com auxílio dos programas Phred, 
Phrap e Consede, analisadas individualmente. As árvores 
filogenéticas foram construídas utilizando-se o programa 
MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 
versão 4.0 com modelo de distância K2P  e algoritmo 
Neighbor-Joining e o suporte estatístico foi avaliado pela 
análise de bootstrap com 1.000 repetições. Os perfis de 
DNA obtidos por BOX-PRC foram analisados pelo 
programa Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijh, 
Belgium, versão 4.6), com o algoritmo UPGMA, o 
coeficiente de Jaccard e a tolerância no programa 
estabelecida em 1%.  
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO - A árvore 
filogenética construída com base nas sequências do DNAr 
16S agrupou próximas quatro das cinco estirpes 
analisadas. Apenas a estirpe CPAO 1135 foi alocada 
separadamente das demais, ficando mais próxima de 
Rhizobium tropici (Fig. 1). Apesar de amplamente 
utilizada para caracterização de espécies, nota-se que a 
análise com base unicamente no gene ribossomal 16S não 
define claramente a posição das estirpes, conforme já 
constatado por outros autores (Ribeiro et al., 2009; 
Delamuta et al., 2011). Já na análise com base nos genes 
houskeeping concatenados, observa-se um único cluster 
formado para as cinco estirpes, com um suporte bootstrap 
de 100% (Fig. 2). Tais resultados indicam de que essas 
estirpes possam representar uma nova espécie dentro do 
gênero Rhizobium. Os resultados apresentados pela 
análise dos perfis de DNA por BOX-PCR reforçam ainda 
mais essas evidências. Na árvore de similaridade 
apresentada na Figura 3 observa-se que as cinco estirpes 
estudadas neste trabalho agrupam-se juntas novamente, 
estando PRF 35, CPAO 1135 e H 52 com 100% de 
similaridade entre si, 95% de similaridade com H53e 80% 
de similaridade com PRF 54. Levando em conta que 
espécies diferentes apresentam menos que 70% de 
similaridade em perfis de BOX, os resultados deste 
fingerprinting corroboram os obtidos por MLSA, 
reforçando a hipótese de que essas estirpes possam 
representar uma nova espécie.  
 
CONCLUSÕES – Os resultados de MLSA e 
BOX-PCR das estirpes de Rhizobium analisadas neste 
trabalho apresentaram fortes indicações de que as mesmas 
podem representar uma nova espécie. 
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Figura 1 – Árvore filogenética baseada no sequenciamento do DNA ribossomal 16S. A árvore foi construída 
utilizando-se o programa MEGA 5,1 e analisada segundo o modelo de distância K2P e algoritmo Neighbor-joining, 
com bootstrap de 1000 repetições. 
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Figura 2 – Árvore filogenética baseada no sequenciamento dos genes housekeeping glnII, gyrB e recA. Caulobacter 
crescentus foi utilizado como grupo externo. A árvore foi construída  utilizando-se o programa MEGA 5,1 e analisada 
segundo o modelo de distância K2P e algoritmo Neighbor-joining, com bootstrap de 1000 repetições. 
 
 
 
 
Figura 3 – Dendograma baseado no fingerprinting pela metodologia de BOX-PCR. Os clusters foram obtidos pelo 
programa Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica, v.4.6). Para a análise de agrupamento, foi utilizado o 
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean) e o coeficiente de Jaccard.  
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